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骨肉腫に 対 す る， 抗癌 剤併用治療法 の 至 適投与条件の確立 を目的と して， ヒ ト骨肉腫細胞 O ST 株に
対 し， 臨床上骨肉腫の治療 に 広く 使用 され て い る Methotre x ateくM T Xl， Vin c ristin eくV C Rl，A dria mycin
くA D M姥 複数に 組 み 合わせ て作用させ ， 細胞 回転 へ の影響 をflo w cyto m etryくF C叩 ， 生細胞数測定， 細
胞形態変化観察より検討し， 以下 の 結果 を得 た． M T Xを先行 して作用 さ せ たの ち V C R ま た は A D M を作用
さ せ た場合 に ， M TX が O S T細胞 を G l．S 移行期に 同調集横さ せ る た め， 細胞増殖抑制効果が顕著であ っ
た
．
A D M は殆 ん どの OST 細胞 を G 2期に 集積さ せ る ため， A D M作用 後 M T X や V C R を作用 させ て も ，
A D M単独作用 と同 じ効果の み しか 得 られ な か っ た ． V CR を M T X， A D Mに 先が けて作用させ た場％， 著
明な m etapha se a rr estは認 め られ な か っ た ． しか し， M T Xを作用 させ た後 V C R を作用 させ る順序 に お
い て は， m etapha s e a r re st が効果的に 惹起さ れ た． こ れ ら の 結果か ら， 3剤交替併用投与で は M T X， つ
づ い てV C R， 最後に A D Mを投与 す る順序が有用 で あ り， 細胞回 転の 立場 か ら み ても 合理 的である と 考え
ら れ た．
Key w o rds flo w cyto m etry， O Ste OS ar C O m a，C Ombinatio n che m otherap y
骨肉腰 の 治療 は 1 960年以前 は患肢 切 断術 が主 で
あ っ た が ， その 結果に つ い て は必 ずしも 満足す る もの
で はな く ， 当教室 で も 5 年生存率は 10％以 下と い う 成
績 で あ っ た り．
生存率が低 い 原因と して ， 腫瘍 原発 巣の 切 除時すで
に 肺 に 潜在性転移が成立 して い る こ と が考 えら れ て い
るが ， その 対策 と して 抗癌剤投与の 有効性が実証され
て か ら， 骨肉腫 に 対す る化学療法が注 目 され る よ う に
な っ て き た．
骨 肉腫 に 対す る化学療法の 歴史と して は， ま ず抗癌
剤の 単 独投与と して ， CyClopho spha mide2l， phe nyl－
ala nine m u stard3I， mito mycin C
4ン
， Vin c ristin e
くV C R151， adria mycin くA D MI
61な どが 試み られ た が ，
A D Mの み に わ ずか に 好結果が得ら れ た以 外， ほ と ん
ど効果 は期待 で き な か っ た ． 1970年代 に 入 り， Jaffe
ら71は Djera ssi81が 肺 癌患者 に 対 し て 行 な っ た high
do se m ethotr e x ate－ Citr o v o r u mfa cto r r es c u e法 を，
骨肉腫肺転移患者の 治療 に 適用 し， 5年 生 存率を飛 躍
Abbre viation s こA D M， adria myci町 F C M，
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的 に 向上 せ し め た． そ の 後 V C R をm ethotr e x ate
くM T Xlに 先が けて投与す る と， M T Xの 細胞内取 り込
み が増加す る と の報告射 があり， V C R が併用 さ れ る よ
う に な っ た ． さ ら に ， Ro se nら
101は， V C R－highdo se
M T X－ Citr o v o ru mfa cto r re s cu e法に 従 っ て 投与 した
後， 2週目に A D M を追加投与す る こ と に よ っ て 単剤
投与で 誘導さ れ る腫瘍の 耐性化や副作用 の 防止 と と も
に ， 薬 剤効果 の 増強が得 られ た と 報告 した ． そ の 後
Jaffe ら 川 多 く の 施設で V C R， M T X及 び A D Mの 3
剤併用投与が行な われ る よ う に な り， 当教室 に お い て
も 197年以 来， Ro sw ell Pa rk M e m orialIn stitute の
プ ロ トコ ル に 準 じて ， 前記3剤 に よ る併用投与 を施行
し， 生存率の 向上 を み るに 至 っ て い る1I1 21
と こ ろ で ， 一 般に 悪 性腫瘍 に 対す る抗癌剤の 多剤併
用療法は， 当初陳床上有効性を認め た薬剤を無作為に ，
ある い は ， 経験的に 組み 合わせ た に す ぎな か っ た ． し
か し， Bru c eら1 3i， Sinclair川 及び W he elerら1 51に よ っ
て 抗癌剤の 細胞回転に 及 ぼ す影 響が検討され るよ う に
flo w cyto m etry ニH Estain， he m ato xylin e osin
Staini M I， mitoticindex 三 M T X， m ethotr ex atei V C R， Vincristin e．
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なり ， 昨今で は細胞回転を考慮 した う えで の 併用 投与
法が大き な位置を占 める よう に な っ た工引
－ 22I
しか し， 従来細胞回転の 研究 は主 と して ， オ ー ト ラ
ジ オ グラ フ イ 一 法に よ っ て行 なわ れ て お り， 手 技的 に
煩経で， しか も長時間 を要す る 欠点が あ っ た2 31．
近年， 細胞周期に お ける 各期 の D N A宣 の 差異 を指
標 と し， Fe ulge n染色 した細胞核の 螢光量を測定 す る
こ と に よ っ て， 各期に お ける細胞数 を測定す る 顕微分
光測定法が 考案 さ れ， さ ら に D illa ら2 41に よ り コ ン
ピ ュ ー タ ー 解析が 可能 と な っ た ． この flo w cyto m etry
くF C Mlが 開発 され て 以来， 細胞 周期 の 把捉が短時間で
正確 に 行な われ るよ う に な り， 抗癌剤 の細胞周期に 及
ぼ す 影響 が 詳細 に 分 析 さ れ る よ う に な っ て き
た25 卜32ン
当教室で は， 林 ら33Iが Sr89誘発骨肉腫を対象とす る
in viv o実験 で， ま た 平井 ら 細 は ヒ ト骨肉腫培養細胞
O S T株 を 対象 と す るin vitr o実 験 で ， そ れ ぞ れ
M T X， VC R及 び A D Mの 3剤が 細胞周期に 及 ぼ す影
響 を F C Mに よ っ て解析 し報告 し て い る ．
今回著 者は O S T株 を対象 と し， M T X， V C R，A DM
の 3剤の投与慣序， 組み合わ せ に 関 し て抗癌剤の 細胞周
期 に 及ぼ す影響 と増殖抑制効果 を， F C Mに よ っ て 検
討 し， 多剤交替併用 に お ける 至適投与法の 確立 を目的
と し て研究 を行な っ た ．
材料お よ び 方法
工 ． 実験材料
1 ． 骨肉腫細胞
当教室の 高瀬 ら矧 に よ り樹立 され ， 以来継代保持さ
れ て い る ヒ ト骨肉腫由来培養細胞 O S T株 を使 用 し
た
．
こ の O S T株 は紡錘形細胞像 を 示 し， 単層 に 増殖す






C， 30分ン ウ シ 胎児血 清 を 20％濃度 に 添
加 した市販合成培地 R P M I1640くp壬irO－7．41 を用 い
た．
2ユ 培養瓶
75c m2組織培養フ ラ ス コ くCor ning 社l及 び 8c m
2ス
ライ ドガ ラ ス 付き組織培養用 フ ラ ス コ くFalc on社I を
使用 した ．
3ン 培養方法
培養液 20ml中に 5 XlO5個 の O S T株細胞 を移植 ，
3 7
0




を含ま な い リ ン 酸緩衝塩類溶液
くP B Sう に て 2 回洗浄 した後， 0．25％ トリ プ シ ン溶 液
平
に て処理 し， 剥離さ れ た細胞 の 浮遊液 を，1 000rpm ， 5
分間遠心一後 た だ ち に 細胞数 1．5－2．OX lO5ノml に な る
よう に 前記培養液中 に再浮遊 した ．
3 ． 抗癌剤
代謝指抗割 と し て ， m ethotre x ateくM T X， 日 本 レ ダ
リ ー l を， ア ル カ ロ イ ド剤 は vin c ristin eくpn c o vin ， 塩
野 義 製薬1 を， ま た抗 癌性抗生物質は ， adria mycin
くadria cin ， 協和 醗酵1を使用 し た．
4 ． 抗癌剤 の 作用 濃度及 び時間
各抗癌剤は 生理 食塩水 に 溶解せ しめ ， そ れ ぞ れ 100
JJglml． 10p gノml． 1JLglml．0 ．1FLglml．0．01iLgノml
濃度液 を調製 し た． こ の 溶液 1ml を前記培養液 19ml
中に 加 え ， 5FLgJlml， 0．5FLglml， 0．05FLglml 及 び
0．005月gノmlの薬剤含有培養液を調製 した ．
単剤作 用 の 場合， 細胞増殖抑制が認 め られ た 各薬剤
の最少有効濃度 を低濃度 と し， その 10倍量 を高波度 と
し たく表 1J． ま た， 2剤及び 3剤交替併用 の 場合， 低
濃度の 薬剤の組 み合 わせ を低濃度作用群， 高波度の 組 み
合わ せ を高濃度作用群と し た． す な わ ち低濃度群は，
A D M O．05JJgノml， VCR O．005JJgl
J
ml， M T X O．5jLglml
を含有 し， 高濃度群 はそ れ ぞ れ 0．5声gノml，0．05ノノgノml，
5
．恥 gノml で あっ た ．
O S T株細胞 に 対す る薬剤の 作用 時間 は， 一 律に 細胞




OS T株細胞 を 48時間静置培養後， 各抗癌剤を そ れ
ぞれ 単独 で 24 時間作用 さ せ た後， 薬剤 を除去 し， 以後
96時間ま で逐 次 D N Aヒ ス ト グラ ム の 検討， 生細胞数
測定な ら び に 細胞像観察を行 な っ た ．
2I 2剤及 び 3剤交替作用群
O S T株細胞 を 48時間静置培養後， 第1 の 抗癌剤 を
24時間作 用 さ せ た 後除去 し， 次い で 第2の 抗癌剤を同
様に 24時間作用 させ て か ら薬剤 を除去 し， さ らに 新鮮
培地中で 96時間培養 した． そ の 間， 一 定時間 ごと に 単
剤作用群 の 場合 の ごと く 諸項目 に つ い て 検討 した ． ま
た， 3剤交替併用 の 場合に は第2の抗癌剤を除去後さら
Table l． Do sele v els of a ntic anc er agents
Antic a n c er age nt
Fin alc on ce ntr atio nくpglmり
Lo w do se High do se
M ethotre x ateくM T Xl 0．5 5．0
Vin cristin e くV C RJ 0．005 0．05
Adriam ycin くA D MJ 0．05 0．5
多剤併 用療法 に よ る細胞動態の FC M か ら の 解析
に 第3 の 抗癌剤を 24時間作用 さ せ た後， 同様に 処理 し
検討 し た． なお ， 単剤及 び 多剤併用作 用群と併行し て ，
そ れ ぞれ 抗癌剤非含有培地での 細胞 に つ い て ， 同様の
処理 操作 を行な い ， こ れ を対照群 と し た．
6 ． F C M測定
抗癌剤添加培地の 培養細胞 に つ い て 検討 した． 培衰
細胞 を遠JL－後細胞沈漆 に 50％メ タ ノ ー ル 1．O ml を加
え固 定 し， 次 い で Krisha nら371の 方法に 従 い ， 5倍蓋
の pr opidiu m iodide 溶液 く0．05m gノml， 0．1％ク エ ン
酸ソ ー ダ溶液1 で O S T細胞核 を染色後 ， Flo w cytoq
m ete rくIn stru m ents Cytograf Syste m 50印 に 投入
し， 1 ．5XlO5偶の 細胞 を計測 して D N Aヒ ス ト グラ ム
を得た ． D N Aヒ ス ト グ ラム と 細胞回転 に お け る 各周
期の 関係は図1 に 示 した．
7 ． 生細胞数の 測定
自動血球 アナ ライ ザ ー くCo ulterEle ctr o nic slに よ っ
て全細胞数 を測定し， また トリ バ ン プ ル ー 排除試験 に
よ っ て生細胞数を計測 して， 生細胞率 を算定 した．
8 ． 細胞像観察
抗癌剤添加培地 を入 れ た 8c m2ス ライ ド ガ ラ ス 付 き
組織培養用 フ ラ ス コ 中で 培養 した O S T株細胞 を， 倒
立位相差顕微鏡下で細胞の 形態学的変化 を継時的に 観
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察し， さ ら に 培養液 を除去後， 95％エ タ ノ ー ル で 固定
し， H E染色を施 し た標本 に つ い て， mitotic inde x
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Fig．1． D N A histogr a mbyflo w cyto m etryくF C Mン．
48 hr
くT im e afte r r e m o v al of M T Xン
Fig．2． D N A histogra m s of O S Tc ell lin etr e ated with M T X in vitY O． A， n O addito nこ B，
lo wdo se of M T Xニ C， highdo se of M T X．
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成 績
工 ． 対照 群
1 ． D N Aヒ ス ト グ ラム
継 代培養直後で は， 2C くGO期及 び G l期細胞集団1
に ピ ー ク を も つ 単峰性 に 近 い パ タ ー ン が 出現 したが ，
24時間後 に は定型 的な 2 C と 4 CくG 2斯及 び M 期細胞
集団1の 2峰性 パ タ ー ン を呈 し， 48時間， 96時間後 に
も ほ ぼ同様の ヒ ス ト グ ラム が み ら れ たく図21． しか し
培養 132時間後か ら徐々 に 4 C の減少が認め ら れ， 168
時間後 で は 4C のピ ー ク は消失 し， 2 C単峰性 に 近い パ
タ ー ン が示 され た ．
2 ． 生細胞数
培養 24時間後 か ら生細胞数 は指数函数的に 増大 し
たが ， 120時間後 に 増殖速度が やや 低下 し， 182時間後
に は プ ラ ト ー に な っ た く図 3う．
3 ， 細胞像 く検鏡観察う
円形 また は楕円形 の 核 を有す る紡錘形細胞が大部分
を占め， と き に 多核巨細胞 も散見 され た ． M I は， 培養
直後で は， 1．0％ で あ っ たが ， 細 胞数の 増加 と と も に 高
く な り， 最大値 1．6％ に 達し た． その 後増殖度の低下と




1 ． M T X
い D N Aヒ ス ト グラ ム
高濃度及び低濃度 とも に薬剤の 除去直後 に は，4C が
減少 し た 2C単峰性 に 近 い パ タ ー ン が 出現 し， わ ずか
に 3 CくS 期細胞集団を 3 C と表現ぅ の 増加 が認 め られ
た が薬剤除去 48時間後 に は 4 C が増加 し， 対 照群の ヒ
ス トグ ラム に 近 い パ タ ー ン を 呈 し た く図2う．
21 生 細胞数
M T Xの 高濃度及 び低濃度作用 下 で は， わ ず か に 増
殖が抑制 され た が， 薬剤の 除去と とも に 急速 に 増殖が
認め ら れ た く図31．
3 ト細胞像
M I は 0．3％と 対照群 に 比 しや や減少 して い るが ， 細
胞形態に は著明 な 変化 は認め ら れ なか っ た く写真 1う．
2 ． V C R
い D N Aヒ ス トグ ラム
高濃度及び低濃度作用下で ， 薬 剤除去直後 に は3 C
及び 4C の 増加傾向が認め ら れ たが ， 除去48時間後 に
は 2C と4C の 2峰性に 近い パ タ ー ン を示 し， 対照 群同
様の ヒ ス トグ ラム に ほ ぼ復元 した く図 41．
2う 生細胞数
薬剤共存下 で は， 増殖抑制効果は著明 で あ っ た が，
0 2 4 J 8 72 12 0 0 ヱ4 4 8 72 12 0 0 24 4 8 7 2 1 2 0 0 皇1 4 白 7 2 1 2 0くぉ つ
1n池 上1 ぴI tま正8
Fig． 3． Gr o wth in c ultu r e of O S Tc ell lin etre ated with M T X， V C Ro rA D M－
Oste o s a r c o m a cells l．5－2．OXlO5w ere in o culated into c ultu r e m ediu m a nd in c ubated at
37
0
C fo r48 ho u r s． Antic a n c er age nt w a s ad dedto the c ellcultu re at the stated do s es a nd
the nin cubated． A fte r24－ho u r s
，in c ubatio nthe age nt w a sw ashed out a ndthetr e ated
sa r c o m a c ells werein c ubated at37
0
C after ad dingfr e sh c ulture mediu m．
く M ， n O n eニ ． － ． － ． ． ， highdo ser－－，lo w do s eン ．
多剤併用療法に よ る細胞動態の F C Mか らの 解析
No ne
くC O ntr Ol
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H，E stain くX4001 Pha s e obs e rv atio nくX1501
P hoto l． M ic r os c opic al findings of O S Tc elllin etre ated in vitr o with M T X， V C Ra nd A D M
ine a chホ ．
ホP hotogr aphed im m ediately afte r r e m o v alof a ntic an cer age nt－
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低濃度の場合， 薬剤除去後 ま も な く増殖が み られ， 高




V C Rの 高濃度 の みな ら ず， 低濃度作用 下 で も， M I
は それ ぞれ 40％， 25％と増加 して お り， 多数の mito sis
様細胞が認め ら れ， また核 濃縮細胞 の増加が み ら れ た
く写真 11．
3 ． A DM
lう D N Aヒ ス ト グラ ム
A D M を高濃度で作用 さ せ た細胞の D N Aヒ ス トグ
ラム は， 薬剤の除去直後に 3 C の増加 を 示 し，48時 間後
に は 4C単峰性 と な り， 96時間後 も ほ ぼ 同様の パ タ ー
ン が み られ た
． 低濃 度 の AD M の作用 下 で は， 薬剤
除去直後 に 3 C及 び 4 C の増加 が み られ た が ， 48時間
後 に は 2C 及 び 4 C の 2峰性 パ タ ー ン が 示 さ れ， 96
時間後 も同様 の経過で あ っ た く図 5う．
2う 生細胞数
A D M の高濃度作 用下で は， 増殖抑制 は著明 で あり，
薬剤除去 24時間後 まで 生細胞数の減少が認め られ，96
時間後 に 至 る ま で増殖傾向は な か っ た ． 低濃度作 用下
で は， 薬 剤除去 24 時間後よ り増殖 の 傾向が み ら れ た
が， その 増殖度 は きわ め て緩徐で あ っ た く由3う．
3う 細胞像
A D M の高濃度及び低濃度作用下 で の M I は低下 し
て お り， 形態学的に は典型的 な紡錘形の 細胞像が著明
で な くな り， 核 の膨化， 巨大 化し た円形細胞 が多数認
め られ た く写真1コ．
工t工． 2斉り交替併 用
1 ． 11 M T X一 寸 A D M作用 群
il D N Aヒ ス ト グ ラム
薬剤除去直後の高濃度作用群で は，3 C の 上昇，4 Cの
低下が， ま た低濃度群 で は 4 C単峰性 の パ タ ー ン が示
さ れ た
．
48時間後 に は両群 と も に 4C単峰性 となり， 96
時間後 に 至 る まで 同様 の パ タ ー ン が 認 め ら れ， A D M
の 作用効果が明 らか に 示 され た く図6う．
iり 生細胞数
高濃度， 低濃度両作用群 と も に 薬剤の除去直後， 著
明 な増殖抑制 が み られ ， 96時 間後 に 至 る ま で生細胞数
は減少 し， A D M単剤作用群よ り つ よ い 抑 制効果が得
ら れ た く図 7う．
iiり 細胞像
48 br
くT im e afte r r e m o v al of V C Rl
Fig． 4． D N A histogr a m s of O S Tc e11 1in etr e ated with V C R in uitr o．
A
， n O addit o nニ B，lo wdo s e ofVCR三 C， highdo se ofV CR．
多剤併用療法に よ る細胞動態の FC M か ら の 解析
O hr 48 br 96 hr
くT im e after re m o v al of A D MI
Fig．5． D N A histogram s of O S Tc ell lin etr e ated with A D M in uitro．
A， nO ad ditonニ B，lo w do se of A D M芸 C， highdo se of A D M．
48 br
くTim e after re m o v al of M T Xand A D Ml
96 hr
Fig． 6． D N A histogra ms ofO ST c elllin e afte rtre atm ent with M T X，follo w ed by A DM ．
A， n O ad dit o nニ B，lo w do se of M T Xa nd A D Mニ C， high do se of M T Xa nd A D M．
59
60
核 の 大型化， 細胞の 膨 化 多核巨細胞 の 増加寧どが
著明 で， A D Mの単剤作用 と類似 し た細胞変性像 が み
られ たが ， そ の程度 はよ り つ よ く， 48時間後 に は細胞
の膨化変性は さ ら に 強度と な っ た く写真 2う．
1 ． 21 AD M－ － M TX 作用 群
H D N Aヒ ス トグ ラ ム
高濃度， 低濃度作用群 とも に 薬剤除去直後 4 C単峰
平
性の パ タ ー ン が み られ ， 高濃度作用群 で は 96時間後 ま
で 4C単峰性で あ っ た の に 対 し， 低漉度群 で は 96時間
後 に は 2 C と 4Cの 2峰性 パ タ
ー ン が 認 め ら れ た く図
81．
iり 生細胞数
増殖抑制効果 は A D M単剤作用 の 場合 と大差 な く，
後 に 添加 され た M T Xに よ る抑制効果 は ほ と ん ど認
H－E stainくX4001 Pha s e obse rv atio nくX1501
P hoto2． M ic ro s c opical findings of O S Tcell lin e afte rtr e atm e nt with M T X， follo wed by
A D M in vitr o． ．
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Fig． 7． Growthin c ulture of O S Tc ell lin e afte rtr e atm e nt with M T Xa nd A D Mt
く － ， n Oneニーー ー，lo w do seニ ー ーーー ー ， highdo s el
旨．
多剤併用療法 に よ る細胞動態の F C Mか ら の 解析
め ら れ な か っ た く図 り ．
iiり細胞像
M I はA D M単剤作用時 と ほ ぼ同値で あ り， 細胞像
で も 核の 大型化， 細胞の 膨化な どが み ら れ， A D M単独
に よ る変性像 に 類似 し て い た くデ ー タ省略1．
2 ． 11 V C Rぅ M T X作用群
H D N Aヒ ス ト グ ラム
薬剤除去直後 に は 両濃度群と も に 4 Cの 減少， 3Cの
増加が 出現 し， 高濃度群で は，48時間後ま で 3 C の増加
は続 い た が ， 96時間後に は対照群同様 の ヒ ス トグ ラ ム
を示 した ． 低濃度群 で は 48時間後 に 4Cの 軽度の 増加
を認 め た が ， 96時間後 に は対照群に 近 い パ タ ー ン に 復
し た く図 91．
iil生細胞数
両濃度群と も に 薬剤除去直後か ら軽度 の 増殖は み ら
れ た が ， V C R単剤作用群よ り増殖速度は や や 綬徐 で
あ っ た く図 10う．
iiil 細胞像
M I はわ ずか に 増加 し てお り， mito sis様 の 細胞と核
濃縮細胞 が混在す る像が み ら れ た くデ ー タ省略1．
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2 ． 21 M T X－ VCR 作用群
H D N Aヒ ス ト グラ ム
高濃度作用群 で は ， 薬剤除去直後3Cの 増加が 認め
ら れ， 24時間後に は 2 C 及 び4C か ら な る低 い 2 峰性
パ タ ー ン と な り， 48時間後に は 2C の ピ ー ク の 外 に，
4 C か ら 8 Cに 及 ぶ 扁 平化 し た ピ ー ク を も つ パ タ ー ン
と な っ た ． しか し， 96時間後に 対照群 の ヒ ス ト グ ラ ム
に 近 い 2峰性 パ タ ー ン に 回 復す る傾向が みら れ た． 低
濃度作用群で は， 薬剤除去直後2C 及 びや や増加 した
4Cの 2峰性 パ タ ー ンで あ っ たが ， 時間の 経過 と とも に
4C は減少 し， 対照群の それ に 近く な っ た く図 1い．
iり 生細胞数
薬剤除去直後増殖抑制 は著明で あ り， その 後も徐 々
に 細胞数の 減少が みら れ， 96時間後 に て も増殖傾向は
認 めら れ な か っ た ． M T X及 び V C R の単剤作 用時 に
比 べ ， 増殖抑制効果 は明らか に優 れて い た く図 10ユ．
iiり 細胞像
M 工は 20％ と著明 に 高く， V C R作 用時咋 み られ た
mito sis 様の 細胞 が多数認 め られ た． ま た， 位相差顕微
鏡 に よ る観察で は ， 異常な突起 を有し大き さ を異に す
O hr 48 hr
くT im e afte rre m o v al of A D Ma nd M T XI
Fig．8． D NA histogra m s of O ST c ell line aftertreatm ent with A D M， follo w ed by M T X．
A， n O addit o nニ B，lo w do se of A D Ma nd M T Xi C， highdo se of A D Ma nd M T X．
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48hr
くT im e afte r r e m ov al of V C Ra nd M T Xl
Fig． 9． D N A histogr a m s of O S Tc ell lin e afte rtr e atm e nt with V C R，follow ed by M T X．
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Fig． 10． Growthin c ultu r e of O S Tc e11 1in e aftertr e atm e nt with V C Ra nd M T X．
く － ， n O n er
－ －
，low dos ei－H－ ， ， ， highdo sel
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48 bT
．
くTim e after r e m o v al of M T Xa nd V C RI
Fig． 11． D N A histogr am s ofO S Tc el lin e afte rtr e atm e nt with M T X， follo w ed by V C R．
A， n O ad dit o nニ B，low do se ofM T Xa nd V C Rニ C， highdo s e of M T Xa nd V C R．
H－E stain くX 4001 P has e obs er v ationくX150l
P hoto3． M icr o sc opic al findings of O S Tc ell lin e afte rtr e atm e nt with M T X，follo w ed by
V C R in vitr oホ
ホ
P hotographed im m ediately afte r r e m o v al of a ntic a n ce r agents．
64 平
O br 48br
くTim e after r em o v al of AD M a nd V CRl
Fig．12． D N A histogr a m s of O S Tcell lin e afte rtr e atm ent with A D M， fo1lo w ed by V C R．
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Fig．13． Gro wth in cultu re of O S Tc ell lin e aftertr e atm ent with A D Ma nd V C R．
く N ， n On eニーー ，ーlo w do s ei－－一一－， high do sel ．
多剤併用療法 に よる 細胞動態の FC M か らの 解析
る 多核巨細胞の 出現 が 認め られ た く写 真 3 I．
3 ． 11 A D M－．＋ V C R作用群
iJ D N Aヒ ス ト グ ラ ム
高濃度作用群で は， 薬剤除去直後か ら 96時間後 に 至
る ま で 4C 単峰性 パ タ ー ン を呈 し， A D Mの 作用効果 を
示 す ヒ ス トグ ラム で あ っ た ． ま た， 低濃度群 で は薬剤
除去後時間の 経過 と と も に 4C は減少 し 2 C が増加 す
る傾向が み ら れ た く図121．
iiう 生細胞数
両 濃度群 と も に ， A D M単剤作用 に お け る増殖抑
制効果と ほぼ 同様 で あ り，V C Rに よ る効果 はほ とん ど
認め ら れ なか っ た く図13う．
iiiう細胞像
ほ とん どの 細胞 に核の大型化， 細胞の 円形 化な どの
変化が認 め ら れ たが ， mito sis様 の細胞は き わ め て 少
な か っ た くデ ー タ省略1．
3 ． 21 V C R，一 A D M作用群
り D N Aヒ ス ト グラ ム
薬剤除去直後は高低両横度作用群 と も に ，2 C が減少
し 4C が 増加 す る 2峰性 パ タ ー ン が み ら れ， V C R及 び
A D M両剤の 効果が 示 唆され た ． し か し， 除去 48時間
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後よ リ 96時間後ま で ， 扁 平 化ほ し て い るが 4C の 増加
はひ き つ づ き 認 め られ ， A D M作用効果 を示 す ヒ ス ト
グ ラ ム が み られ た く図 14コ
．
ii l生細胞数
薬剤除去直後 に み ら れ た著明 な増殖抑制は， 96時間
後 まで継続 して お り， V C R及 び A D Mをそ れ ぞ れ単
独 に 作用 さ せ た場合 に比 較 し， 増殖抑制効果 は はる か
に 優れ て い た く図131．
iiil 細胞像
M 工は高濃度作用群 で 6％， 低濃度群で 4％ と軽度
に 上 昇 して い た ． 細胞像所見 で は ， VC Rの 作用 と み ら
れ る mito sis 様相胞の出現と， A D Mの 作用 と 思 わ れ
る 巨大核細胞 の 出現 が著明 で あ っ た く写真41．
1V． 3斉り交替併用
M T X－ ＋ V C R一一 A D Mの よ う に 3剤を順次作用 さ
せ た場合 に ， も っ とも 著明 な増殖抑制効果が得 られ た．
1 ． D N Aヒ ス ト グラム
3種の 抗癌剤を それ ぞ れ高濃度及び低濃度に 組み 合
わせ て 作用 さ せ た場合， 両群と も に 薬剤除去直後か ら
96時間後 に 至 る ま で 4C単峰性 の パ タ ー ン を 示 し，
A D Mの 高濃度作用 の ヒ ス トグ ラ ム と ほ ぼ 同様 で あ っ
48 hr
くT im e afte r re m o v al of V C Ra nd A D MJ
Fig． 14． D N A histogra m s of O S Tcell lin e aftertre atm ent with V C R，follo w ed by A D M．
A， n O addit o nニ B，lo w do se of V C Ra nd A D Mi C， highdos e of V C Ra nd A D M．
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た く図 15う． に お い て も な お 著明な抑制が見ら れ た く図1 6う．
2 ． 生細胞数 3． 細胞像
M T X， V C R 及 び A D Mの 三 者三 様の 組み 合わせ に V C R の作用 後 に み ら れ る mito sis様 細胞 と A D M
ぉ け る細胞増殖の 抑制効果は き わ め て強 く， 96時間後 の 作用 に よ ると 思わ れ る核の 大型 化し た細胞の 出現 が
H－E stainくX4001 Pha s eobs er v atio nくX150l
Photo4． M ic r osc opic al findings of O S Tc ell lin e afte rtr e atm e nt with V C R， follo w ed by
A D M in vitr oホ．
ホP hotogr aphed im m ediately afte r r e m o v al ofa ntic ancer age nts一
O br 48 br
くT im e afte r r e m o v al of M T X， V C Ra nd A D Ml
96 hr
Fig． 15． D NA histogr a m s of O S Tc e111ine afte rtr e atm e nt
with M T X， V C Rand A D M
in o rder．
A， nO ad dit o n三 B，lo w do s e of M T X， V C Ra nd
ADM i C， highdo s e of M T X， V C Rand
A D M．
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著明 で あ り， 正 常 の O ST 株細胞 に お ける よ う な 円 形 癌剤の 選択， 投与計画と く に 各抗癌剤の 投与順序が ，
の 核を も つ 紡錘形 の 細胞 はほ と ん ど認 めら れ な か っ た 抗腫瘍効果発現 に 多大の 影響 を及 ぼす こ とが 考え られ
く写真 5う． る と こ ろか ら， 最大の 効果 を得る ため の 条件を， 細胞
回転 の 面か ら解析 する目的で行な っ た ．
考 察
I ． O S T株細胞の 増殖動態
本研究 は骨肉腫 に 対す る 多剤併用療法に お い て ， 抗 ま ず D N Aヒ ス ト グラ ム に つ い てみ る と培養直後で
0 1 2 3 4 5 7 0 ユ 2 5 4 5 ワ く軸 I
Fig． 16． Gr o wthin c ulture of O ST cell lin e after tre atm e nt with vario u s c o mbin atio n of
M T X， V C Ra nd A D M．
H －E stainくX400J Pha s e obs e rv ationくX1501
P hoto 5． Micro sc opic al findings of OS Tce11 1in e after tr e atm e nt with M T X， V C Ra nd
A D M in order
ホ
．
ホP hotographed im m ediately afte r re m o v al of a ntic a n c erage nts．
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は 2C単峰性 で あ っ た が ， 対数増殖期 の 細胞 集団 で は
2C と 4 Cの 2峰性パ タ ー ン を呈 した． 渡部3 即は ， 正 常
の 末梢血リ ン パ 球の D N Aヒ ス トグ ラ ム では ，2C 単峰
性 の パ タ ー ン を示 すが ， リ ン パ 性白血 病で は， 末棉血
中 に 増殖 し つ つ ある リ ン パ 球 が 多数出現 し， 3 C及 び
4 C， す な わ ち S 期及 び くG2＋ Ml期の 細胞の 比 率が 著
しく増加 し， 2C に 大き く 4C に 小 さ い 2峰性の D N A
ヒ ス トグ ラム を 示す と述 べ て い る ． こ の こ と か ら みる
と O S T株細胞 も増殖相 に あ る細胞集団を中心 と し た
悪性腫 瘍で ある こ とが 支持 され る．
工工 ． 抗癌剤単独作用 下 で の OST株細胞の 増殖動態
葉酸指抗物質 M T X は， 葉酸 か ら 4 水素葉酸 へ の 還
元 を抑制す る こ とに よ っ て， チ ミ ン及 び プ リ ン の 生合
成阻害 をき た し， そ の 結果 D N A合成が阻害 され る こ
とが知 られ てし1る39l． S kip perら4 01は ， M T Xは細胞回
転上 S 期に も っ と も感受性 が高 い が， D N A合成の ほ
か R N A， 蛋白合成 をも 阻害 し Gl期， G 2期， M 期 に
も作用 し， 細胞周期全体の 進行遅延 をき た す こ と を指
摘 し， M T X を長時間作用 さ せ る と， S 期 に 入 る細胞が
漸次減少 し， 殺細胞効果が減弱す る こ と か ら， こ の 薬
剤は S pha s e spe cific withs elflim tatio nに 属す るも
のと 分類 して い る． 細胞回転 の 進行 に 関 して W he ele r
ら
4 1は ， M T Xに お い て G．
－ S 移 行 期 で partial
syn chro niz ation が観察さ れ た と報告 して い る一
著者の 実験で も， くG 2＋ Mう期の 減少， S 期の 増加 は
認 めら れ たが ， DN Aヒ ス ト グラ ム で み る限り ， お も に
2 C単峰性パ タ ー ン を示 し， S 期よ り も G l－ S移行期
に 細胞 の 蓄積 を き た す も の と思わ れ ， こ の 点 Tobey
ら 抑 の 報告に 一 致して い た． ま た， 生細胞数 に つ い て薬
剤除去後す みや か に 増殖が み ら れ た こ と は， Gl－S
移行期 で の 阻害が解除さ れ， S 期 へ 進行 した た め と思
わ れ る
．
す なわ ち， 臨床上Lampkinら1 6l， Ernst ら
1 71が 観察 し
て い る よう に ， M T 又 は OS T株細胞 に 対 し同調化作
用 を有す る も の と思わ れ た ．
V C R の作用 機序 に つ い て は， な お 不明 の点が あ る
が ， Cre a s ey
4 2Iは， 可逆的な分裂中期停止作用 と， D NA
依存性 R N Apolym e r a se阻害 に よ る R N A合成阻害
の 二 つ の作用特性がある こ とを 実証 し報告 して い る ．
V C R は従来か ら pha se spe cific な薬剤と され て お
り1 31， M ado c．Jo n e sら431は とく に S期 に 感受性が高も1
と報告 して い る． 細胞 回転で は， S 期で細胞が感作 され
て も G 2期及び M 期 まで 進行 し， その結果不 可逆的な
m etapha s e a rr e st をお こ す とい わ れ て い る
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本 実験 に お け る D N Aヒ ス ト グラ ム で も 3 C及 び
4C， お も に 4Cの 増加 が認め ら れ， また 分裂期細胞 が増
加 し， m etapha s e arr est を示唆 す る細胞像所見が得ら
れ て い る ． しか し， 生 細胞数 で は， 薬剤除去後速やか に
増殖が開始す る こ とよ り ， O S T株細胞 に 対す る V C R
に よ る m etapha s e ar re st効果は可 逆 的で あ る 可能性
も考 えら れ る．
A DM はa nthr a cyclin e系の 抗生 物質で あ り， D NA
と結合 し， D N A依存性 の RN A及 び D N A合成 を阻
害す る こ と に よ っ て 効果 を発 揮す る と され て い る
45I
．
K im ら46Iは ， 標的細胞の age r e spo n s e c u rv eか ら
検討し， S 期が も っ と も感受 性が高 い と 述 べ て お り ，
Ba ra n co ら4 71は とく に e a rly S 期 に 高く， late S 期
で は低 い と報告 し て い る ．
A D Mの 細胞回転 へ の 影響 に つ い て は Krisha nら2 5J
が 報告し て い るよ う に ， 著者の 実験 で も ， 細胞回転の
進行停止 を お こす 有効濃 度 よ り も 低 い 漉度 で くG2＋
M ユ期の 蓄積 がみ られ た． さ らに 細胞像所見で は， M I
が低値 で あ っ た こ と か ら， D N Aヒ ス ト グ ラ ム に み ら
れ た 4C の 細胞集団は， その ほ と ん どが G2 期 に 存在 し
た も の と思わ れ る．
ま た高濃度作用 下 で ， 96時間後 に お い て も 4C の 増
加が継続 し て い る こ と は， Ba rlogie ら4 81， 太 田 ら 相 の
報告の よ う に ， 不 可逆的な G2 期細胞の 蓄積 をき た し
た可能性 も あ る と思 わ れ る．
IIl． 2剤交替併用
1 ． M T X， A D M 2剤交替併用
M T X を作 用 さ せ た 後 に A D M を作 用 さ せ た 群 の
DN Aヒ ス ト グ ラ ム で は， 4 Cの 増加が 96時間後 ま で
続き ， 細胞像で は 分裂期細胞 が きわめて 少ない こ とか ら
み て ， A D Mの 作 用特性 で あ る G2 期阻害 に よ る こ と
が 示 唆さ れ た．
しか し， 生 細胞数に つ い て み る と， A D M単剤作用 に
比 較 して 強い 増殖抑制効果が 認 め られ た こ とか ら， こ
の 薬剤処 理 順序 で は， M T X と A D Mに よ る相乗効果
が得 られ た も の と判断さ れ た． 相 乗効 果 が 得 ら れ た
理 由と して は， M T X がsyn chr o nizing agentと し て
作用 し た こ とが 考え られ る．
太田 ら 欄 はin vitr oに お い て M T Xの 細胞周 期 に 及
ぼ す 影響 を F C Mに よ っ て 検 討 し， S 期 に pa rtial
syn chr o niz atio n を お こ す機序 に つ い て ， S期 の 延 長
作用 と G トS移行期で の 阻害解除 の 2 つ の 可能性 を示
唆 して い る．
平井5 01に よ る M T X単剤作用 の 結果 で も， Gl－S 移行
期 で 細胞蓄積 をお こ す こ とが 示 さ れ て い る ． 換 言す れ
ば， M T X除去後 GトS 移行期 に 蓄積 さ れ た 細胞が S
期 に 入 り， partialsyn chr o niz atio nが お こ り， そ こ で
S 期 に 特異な 薬剤 で ある A DM に 感作さ れ た た め， 高
い 相乗効果 が得 られ た も の と考 えら れ た．
次 に ， A D M作 用 後 に ， M T X を作 用 さ せ た 群 の
多剤併用療法に よ る細胞動態の F C Mか らの 解析
D N Aヒ ス トグ ラム で は， A D Mに よ る G2 期阻害 を示
す所見が得ら れ， 生細胞数で も A D M単剤 の 効果と大
差な く， 細胞像所見で も M Iが A DM 単独の そ れ と 同
程度 で あ っ た こ と か ら み て ， M T Xの 作用 効果は ほ と
ん ど発 現 さ れ な か っ た も の と 思 わ れ た ． M T X は S
pha se spe cific with self lim tatio nの 薬剤 に 分類さ
れ， G l期， G2期及 び M 期の 細胞 に も作用 す る が， も っ
と も効果 を示 す の は S 期の 細胞に 対 し て で あ る． こ の
投与順序 で は ， 最初 に 投与さ れ た A D Mの 作用 に よ り
ほ と ん どの 細胞 が G 2期 に 蓄積さ れ る た め ， M T Xの
作用 効果 が 発現され なか っ たも の と考 えら れ た．
以 上 の こ と か ら，M T Xと A D Mの 交替併 用 に つ い
て は M T X を さ きに 作 用 せ し め て S 期 で の pa rtial
Syn Chr o niz atio nを誘 導した の ち， A D M を作 用せ しめ
る と い う順序が細胞 回転か ら みて 有効 で ある と考 えら
れ た
．
2 ． V C R， M T X交替併用群
V CR を 作用 さ せ た 後 に M T Xを 作 用 さ せ た 群 の
D N Aヒ ス トグ ラ ム で は， 高濃度及 び低濃度作用群と
もに ， 薬剤除去直後 4Cの 減少， 3 Cの 増加が 認め られ
た ． こ れ は VCR に よ り m etapha se a rr est をお こ し た
細胞 が 死 に 陥っ た こ と ， そ し て M T Xに よ る Gl－S移
行率の 減少 に よる も の と思 わ れた ． ま た， 低濃度作用
群 で は， 除去 48時間後 にくG 2＋ Mう期細胞の 増加が認
め ら れ た が， こ れ は M T Xの 作 用 解除後， S 期 に
pa rtial syn chr o niz atio nを お こ した 細胞 が徐々 に 細
胞回転上進行 しくG2＋ Mう期に 入 っ た た め と思 わ れ た．
生細胞数 で も増殖 は緩徐で あ っ たが ， こ れ は M T X
に よ る Gl－S 移行率の 減少 と と も に ， 下 山ら5りが 指摘
して い る よう に ， VC R 及 び M T X が S期 の み で な く，
G l期， G 2期， M 期 の 細胞 に も作用 し， 細胞回 転の 進
行遅延 をき た した た め と考え られ た ．
次 に ， M T X作 用 後 に ， V C R を作 用 さ せ た 群 の
D N Aヒ ス トグ ラム に つ い て み る と ， 高濃度作 用群 で■
は薬剤除去直後に 3 C が 24時間後に 4 Cの 増加が認 め
られ たが ， これ は後 に 作用 させ た V C Rに より ， S 期の
細胞が 感作さ れ， S 期は 正常 に進行す るが M 期で 影響
をう け m etapha s e a r r est をき た し た た め と 思 わ れ
た． 低濃度作用群で も， 薬剤除去直後4 Cの 増加が認めら
れ た が， これ は VC Rに よ る m etapha se arrest を示 唆
す る も の とみ ら れ た． ま た，2 4時間後に 4C の 増加度が
減少 したが ， 生細胞数が減少傾向を示 して い る こと か
ら み て ， 可逆的な m etaphas占arrest で はな く ， 細胞死
の 経過 を と っ た も の とみ な され た．
高濃度作用群で ， 薬剤除去 48時間後 に 4 Cか ら 8 C
に か け 扁平 化 し た ヒ ス トグ ラ ム が 出現 した が ， 太田
ら4 91の 述 べ る V C Rに よ る 不均等 な核分裂作 用 が 起
69
こ っ た 結果であ る と思わ れ る． 細胞像所見で も， 時間
の 経過 と とも に 多核細胞 な ど種々 の形 態の 異常細胞が
出現 して お り， DN Aヒ ス ト グラ ム と相関 して い るも
の と思 わ れた． 以上 D N Aヒ ス ト グラ ム で は， 後に 作用
させ た V C Rの 作用効果が明 らか に 認め られ， 生細胞
数 で は除去直後著明な増殖抑制が認 めら れ た こ と か
ら， M T X－－ A DM 作用 群 に つ い て 述 べ た よ う に ，
M T Xに よ り S 期に pa rtial syn chr o niz atio nさ れ た
細胞が S 期 に 特異な薬剤で ある V C Rに 感作さ れ た た
め， 相乗効果が得ら れた と考 えら れた． さ ら に また，
生細胞数で増殖開始遅延の傾向が認め られ たが ， こ れ
は V C R一 寸 M T X作 用群で 述 べ た よ う に ， M T X及び
VC Rに よ る 細胞回転進行遅延 によるもの と考えられた
．
以 上 M T X と V C Rの 組 み合わ せで は， い づ れ の 作
用 順序で も薬剤効果 は相殺 され な い が， M T Xを先に
作用さ せ ， S期 で の pa rtialsyn chro niz atio nを起 こ さ
せ た の ち， S 期 に 最も感受性 を示 す V C R を作用 さ せ
る とい う順序 の ほう が， 有利 で あ ると み られ た．
3 ． A D M， V C R交替併用群
A D M を作用後 に V C R を作用 させ た群の D N Aヒ
ス トグ ラム は， 高濃度作用群 に お い て A D M単剤作用
と 同様 の パ タ ー ン を示 し， 生細胞数で も A D M単剤作
用 の それ と ほ と ん ど差異が な か っ た こ と か らみ る と，
V C Rの 作用 効果 は発現さ れ な か っ た もの と 考 え られ
る． ま た， 低濃度作用群 では ， 薬剤除去直後 に み られ
た 4Cの 増加 が 時間の 経過 と と も に 減 少 し， こ れ が
A D Mに よ る G2期阻害 に よ る も の か ， V CR に よ る
m etapha s e a rr e st によ る もの か は判断しか ね るが， 生
細胞数 で は 増殖抑制が A D M単剤 に よ る効果 と大差
な く， 細胞 像所見 で も mitosis 横紙胞 が非常 に 少 な
か っ た こ と か らみ て， 高濃度作用群同様に V C Rの 作
用 効果 は発現 さ れ なか っ た と考 えられ た．
す な わ ち， A D Mの 作用 に よ っ て ほ と ん どの 細 胞が
G 2期に 集積 され ， V C R が もっ と も強い 殺細胞効果を
発揮 す る S 期 の 細胞 が極度 に 減少 し た た め， 結局
V C Rの 作用発現 が な か っ た と推察され る．
次 に ， V C R を作用 後 A D M を作用さ せ た群の D N A
ヒ ス ト グ ラ ム で は， 両濃度群と も に 辱 剤除去直後 2 C
に 低く ，4 Cに 高い ピ ー ク を有 する 2峰性 パ タ ー ン が み
ら れ た． 生細胞数 で は， V C R単剤では得 られ な い 程強
い 増殖抑制 が示 され， 細胞像所見 で mito sis 様細胞と
核の 大型 化 し た細胞 が出現 して い た こ と な どか ら，
V C R， A D M両薬剤の 作用 効果が相乗的 に あ らわ れ た
も の と考 えら れた ． す な わ ち， 4 Cに 存在 する細胞 は，
V C Rに よ り m etapha se a rr est をお こ した 細胞と ，
A D Mに よ る G 2期阻害 を お こ した細胞の 集団で あ る
と推察 され る．
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以 上 の こ と か ら， VCR － う A D M作用 群 で は， VC R
の 作用 に より m etapha s e a rr est をお こ した 細胞 は死
に 至 るが ， V C Rの 作用効果の 1 つ と し て下 山ら
51－
が 報
告 して い る よ う に ， 細胞回転の 遅延 をき た し， そ のた
めに V C R の殺細胞効果 をう け ずに 生存 し た細胞 が S
期に 移行 し， そ の 後の 時点 で ADM の 作用 をう け たも
の と考 えら れ， こ の 薬剤処理順序 で は 両薬剤の 効果 は
相殺され な か っ た も の と思わ れ た．
従っ て， V C R とA D Mを 2剤交替併用 す る 場 合，
V CR に よ る効果 を期待す るた め に は， A D Mを先 に 作
用 させ る よ りも ， む し ろ V C R作用 後 に A D M を作用




D N Aヒ ス トグ ラム で は M T X， V C R， A D Mの 作用
順序に おい て ， 両濃度群 と も に 4C単峰性 パ タ ー ン が
薬剤除去直後 か ら 96時間後に お い て も観察され ， 最後
に 作用 させ た A D Mに よ っ て ， 不 可逆的な G 2期阻害
が お こ っ た こ と が示 唆され た． また ， 生細胞数に つ い
て は， M T X－ V C R－ A D Mの 順序で も っ と も 強 い
増殖抑制効果が得ら れて お り， M T X－－ A D M． － V C R
の順序で作用 させ た群 で は， A D Mの 作用 に よ っ て ほ
とん どの細胞が G2期 に 蓄積 され る た め， S 期特異の
薬剤 で あ る V C Rの 作用 効果が発現 され ず， また V C R
－ ． A D M一 斗 M T X の順序で作用 させ た群で も ， AD M
の 後 に 作用 せ しめ た M T X の作用 が 発現 さ れ な か っ
た も のと思 われ た．
こ れ に 対 し， M TX － V C R－－ A D Mの 順 序 に よ る
作用群で は， M T Xに よ り S 期 に Syn Chro niz atio nさ
れ た 細胞 に V C R が作 用 し， そ の 結 果 と し て m eta －
pha s e a r re st が誘導され ， 殺細胞効果が得られ た も の
と思 わ れた ． さ ら に 生存 し えた細胞が S 期ま で 進行 し
た と して も， S期 に お い て A D Mの 作用 を う け る こ と
に な り， 顔著な増殖抑制効果が得ら れ たわ けで あ る．
現在， 臨床 で は A D M投与後数 日 の 間隔を お き，
V C R， M T X．を投与す る 方法が
一 般に 行な われ て い る
が ， 今回 O S T株 に 対す る 3 剤交替併 用 が細胞 周期 に
及ぼ す 影響 を検討 し た と こ ろ， M T X はsyn chr oniz－
ing age nt と し て 作 用 す る た め， M T X－ V C R－う
A D M の順序 で 投与 する ほ う が， 細胞回 転の 立場か ら
みて ，最 も有効な殺細胞効果が得 られ る と考 えら れ た．
結 論
臨床上 ， 骨 肉腫の 多剤併 用療法 に 使用 さ れ て い る
M T X， V C R及 び A D M 3剤 の 至適投与順序を細胞回
転 の 立場 か ら研究 した． す な わ ち， ヒ ト骨 肉腫 細胞
O S T株 を対象とす る培養系 を用 い ， これ ら 3種 の抗癌
剤 を単独 あ るい は複数に 組 み合わ せ て作用 さ せ た場合
平
の細胞回転動態 を， F C Mに よ っ て解析す る と同時に ，
生 細胞数， 分裂期 細胞数の 測定並 び に ， 細胞形態変化
の 観察 を行な い ， 次の 結論 を得た．
1 ． M T X は O S T細胞 を S 期 に 同調， 集積 さ せ る
と こ ろか ら， こ れ を V C R， A D Mに 先行 して 作用 さ せ
る ほう が 有利で あ る．
2 ． A D M は その 作用 濃度の 高低に か か わ ら ず， ほ
と ん どの 細胞 を G2 期 に 集積 させ る た め に ， A D M－
M T X， あ る い は A DM－う V C Rの 併用 順序 で は， D N A
ヒ ス トグ ラ ム と殺細胞効果 で み る 限 り， A DM の 単独
作用 と ほ と ん ど差異が な く， MT X， V C Rの 効果 は発
現 さ れ な か っ た ． 従 っ て A D M は他剤作用後に 使用 す
る ほう が 良い と思わ れ る．
3 ． V C Rの 単独作用 で は， m etapha s e a rr e st によ
る Ml の 増加が み られ た が ， 他剤と の併用 で は， V CR
を先に 作用 さ せ る と， m etapha s e arre st の誘導は み ら
れ な か っ た ． 従 っ て 細胞集団 を まず S 期に 同調集積 さ
せ て ， 次い で V C R を作用 さ せ る M T X一づ V C Rの 組
み 合わ せ 順序が 最良と思わ れ る ．
4 ． 3剤交替併用 で は ， M T X－ V C R－う A DM の
組み 合わ せ で 最大の 増殖抑制効果が得 られ ， 細胞回 転
か らみ て も ，合理 的な 投与 ス ケ ジ ュ ー ル とみ な され た．
以 上 ， 多剤併 用作用 で は， 細胞回 転の 観点か ら み て，
抗癌剤の 投与順序が殺細胞効果 をう る こ と に ， 大 きく
影響 を及 ぼ して い る こ と を証明 し た ．
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Abstra ct
The pr e s e nt study w a s m ade to e x a min ethe effe cts of c o mb in atio n che m othe rapyo nthe c ell
cycle tr av ers e of a hu m a n o ste o s a r c o m aO S Tc ell lin ein cultiv atio nandto establish a u s efultr e at
－
m e nt s chedule fo r o ste o s a r com a． Methotr e x ate くM T Xl， Vin c ristin e くV C RJ a nd adria mycin
くA D MJ， Which ha v ebe e npr efe r ably u s ed for tr e atm e nt of o steosa r c o m ap tients， W e re adopted
in v ario u s c o mbined fo r m ulas． Flow cyto．m etric patterns ofthe tr e ated O S Tc ellsin respo nseto
the s e antic a n c e r age nts w e r e a n alys ed r elating to their pr olife r ativ eprofile s a nd m o rphologic
Cha nges ．
W he n O S Tc ells w er e e xpo s ed to M T X in n utrie nt m ediu m ， follo w ed by V C Ro rA D M，
m a rked inhibitio n of c ellgr o wt ha nd v a riatio n of D N A histogr a m s w e r ed m on str ated， be c au se
Pr etr e atm e nt With M T XprlO rtO V C Ro rA D Mc a u s ed a Gl
－S bou nda ry a c c u m ulatio n．
In the c as e of A D M， m O St Of the O S Tc ells expo sed to this a ntib iotic w as pr o vedto a c c u m u－
1ate at G2 pha s e of the c ellcycle ． T he n， e V e nif M T Xo rVCR w a sgiv e n afte rt hetr e atm e nt with
A DM ，inhibito ry effe ct o nthe c ellgro wt hw a s o nly the sa m e a sthat of A D Malo n e．
M e a n while
，
Whe n O S Tc e11s w e r e e xpo s ed to V C R， fo1lo w ed by M T Xo rA D M， n O aPPa r e nt
in c r e a s ein mitotic c ells w a s obs e r v ed， tho ugh V C R ha s a n a ctivity to c a u s eM pha s e a c c u m ula－
tio n
，
n a m ely m etapha s e a rr e st．
Ho w e v e r， the tr e atm e nt with V C Rafte rM T Xw a s effic e ntly a ctiv eto indu c e m etapha se
ar r e st
．
D N A histogr a m s of O S Tc ells e xpo sed fo r2 4 ho u rsto e a ch an tica n c er age ntin v ario u s c o m－
bin atio n w e r ein v e stigated．
Fr o mthe results ob tain ed， it wa sc o nsider edthat the treatm e nt with M T X，fo1lo w ed by V C R
a nd AD M in o rde r might be u s eful a nd r atio n al in c o mbin atio n che m othe r ap ywith these a n－
tic a n c er age ntsfo r o ste o s a r c o m apatie nts．
